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は 18.8％と未だ満足できるものではない。5−fluorouracil (5−FU) は大腸癌に対する 6種






 本研究では大腸癌細胞株において 5-FU 耐性株を作製し，その耐性機序を解明すること
によって，新たな治療戦略を探索することを目的とした。 
 
 研究方法   
大腸癌細胞株と、5−FU 耐性株の作成 
 HT-29 大腸癌細胞株を用い，DMEM に 10 ％ウシ胎児血清，L-グルタミン，ペニシリン，
ストレプトマイシンを添加した培地で通常培養した。5−FU含有培地で培養を行い，徐々に  
5−FU 濃度を上げても増殖可能な HT-29 を継続培養した。最終的には 4 µM と 16 µM 濃度の   
5−FUにそれぞれ抵抗性を有する 2つの耐性株を作製した。 
WST1 を用いた薬剤感受性の検討 
 96 well plateを用いて細胞を5−FU含有培地で72時間培養した。Premix WST-1 assay Cell 
Proliferation Assay System を添加し暗所で 2時間反応させた後に，micro plate reader
にて吸光度を測定した。無治療時と比較し 50％の増殖抑制を示す薬物濃度を IC50として算
出した。BCL2阻害薬 ABT-199，BCLXL阻害薬 WEHI-539を用いて同様に IC50を算出した。 
アポトーシスの検討 
 5−FU または WEHI-539 に曝露した細胞を抗 Annexin-V 抗体で染色した後，アポトーシス
陽性細胞を flow cytometry で検討した。また 96 well 白色プレート上で各薬剤に曝露し
た細胞の培地に Caspase-Glo 3/7を添加した後，caspase活性を micro plate reader で測
定した。さらに caspase 阻害薬である Q-VD-OPH を添加し，観察された caspase 活性がキ
ャンセルされるかどうか検討した。 
幹細胞関連及び薬剤耐性関連蛋白発現の検討及び細胞周期と DNA損傷の解析 
 細胞を抗 CD338抗体，抗 CD243抗体，抗 CD133抗体，抗 CD147抗体で染色し，それぞれ
の発現を flow cytometry で検討した。細胞を 5−FU 0 µM/4 µM/16 µM に 72 時間曝露した
後に 70 % 冷エタノールで 2時間固定し，FxCycle PI/RNase Staining Solutionで染色し
てから細胞周期を flow cytometryで検討した。また細胞を抗リン酸化ヒストン H2AX抗体
で染色し，DNA損傷を flow cytometryで検討した。 
5-FU 代謝関連酵素及びアポトーシス関連 mRNA，アポトーシス関連蛋白発現の検討 
 TRIzol reagentを用いて細胞から total RNAを単離し，SuperScript VILO cDNA Synthesis 
Kitを用いて complementary DNAを作成した。Power SYBR Green PCR Mixを用いて real time 
PCRを行い，mRNAの発現について検討した。また，細胞から蛋白を抽出し，Western blotting
法を用いて蛋白発現を検討した。Loading control として ß-actinを用いた。 
BH3 profiling 法によるアポトーシスのプロファイリングに関する検討 
 化学的に合成した 10 種の BH3 peptide(BIM，BID，BAD，NOXA，PUMA，BMF，HRK，MS1，
XXA1，PUMA2A；PUMA の 2 つのアミノ酸残基を置換した陰性コントロール)を用いて BH3 
profilingを行った。Digitonin，oligomycin，2-mercaptethanol，JC-1を加えた DTEB buffer 
に各 BH3 peptideを添加し 384 well plateに 15 µL ずつ分注した。2×103 cell/15 µL と
なるように調整した細胞を 15 µL ずつ各 well に添加し、micro plate reader で蛍光強度
を測定した。測定は 5 分毎に 120 分まで継続し、Area under the curve (AUC) を算出し
た。陰性コントロールには PUMA2Aと BH3 peptideの溶媒である DMSOを、陽性コントロー
ルにはミトコンドリアの脱共役剤である FCCP をそれぞれ用いた。ミトコンドリアの脱分
極(%)は 100×[DMSO (AUC)–BH3 peptide (AUC)/DMSO (AUC)-FCCP (AUC)]で算出した。 
siRNA 導入による BCLXL の knockdown 
 BCLXL の異なる 2 箇所を標的とした 2 つの siRNA (#1, #2) と非標的 siRNA (陰性コン
トロール)を、それぞれ RNAi Max を用いて 16 µM 5-FU 耐性株に導入した。導入された細
胞は BCLXL蛋白発現を確認した後に，5−FUに曝露して IC50及びアポトーシスを測定した。 
免疫沈降 
 細胞から抽出した 1000 µg の蛋白質と，抗 BCLXL 抗体，免疫沈降マトリックスを 4℃で
一晩混和し，免疫沈降複合体を作製した。複合体を洗浄した後に電気泳動バッファーを加
えて 100℃で加熱し，遠心後の上清を Western blotting 法で解析した。 
 
 研究結果 
5-FU の IC50 
 HT-29野生株と 4 µM 5-FU耐性株，16 µM 5-FU耐性株の 5−FU IC50はそれぞれ 7.19 µM、
145.9 µM、>1000 µM であり，耐性株で著明に高値であった。 
多剤耐性関連蛋白、癌幹細胞マーカーの発現 
 CD338 は多剤耐性に関与する生体異物の輸送体であり，CD243 は薬剤排出に関連した膜
蛋白であるが，ともに野生株と耐性株の間に発現差を認めなかった。 
 癌幹細胞マーカーとしての CD133は野生株と耐性株で同等の発現であった。同じく癌幹
細胞マーカーである CD147 は耐性株でやや低い発現であったことから，これらの 5-FU 耐
性獲得への関与は認められなかった。 
5-FU 代謝関連酵素の mRNAの発現 
 耐性株において thymidine phosphorylase (TP)，thymidine synthase (TS)の発現増加
を認めた。TSの高発現と 5−FU耐性の関連がすでに報告されているが，4µM 5-FU耐性株と
16µM 5-FU耐性株の間に発現の差はなかった。Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)，
oronate phosphoribosyl transferase (OPRT) は同等の発現であった。 
5−FU 投与時の細胞周期解析、5−FUによる DNA 損傷の検討 
 5−FUは細胞周期 S 期の細胞に DNA損傷を起こすことにより，細胞周期が停止することが
知られている。4 µM 5-FU 投与時には，野生株において S 期の増加を認めたが，2 つの耐
性株では認めなかった。16 µM 5-FU投与時には，16 µM 耐性株のみが S期細胞周期停止を
免れていた。リン酸化ヒストン H2AX の多寡も同様の結果であり，5−FU の細胞周期および
DNA損傷への影響は，耐性株においては濃度依存性に限定的であることが確認された。 
アポトーシス関連蛋白および mRNAの発現の検討 
 Real time PCR法で 13個のアポトーシス関連 mRNA (BCL2, BCLW, BCLXL, MCL1, BID, BIM, 
BAD, HRK, NOXA, PUMA, BMF, BAK, BAX)を検討したところ，耐性株で BCL2 mRNA の著明な
発現増加を認め，さらに 4 µM 耐性株に比して 16 µM 耐性株の方が高発現していた (4 µM 
5-FU耐性株 28.7倍，16 µM 5-FU耐性株 79.7 倍)。蛋白においても耐性株で BCL2の発現
増加を認めたが，他の抗アポトーシス蛋白 (BCLXL, BCLW, MCL1) では差を認めなかった。 
BH3 profiling によるアポトーシス関連蛋白の機能的解析 
 上記の結果からは，5-FU 耐性獲得において抗アポトーシス蛋白である BCL2 の関与が考




 前述の研究結果をさらに検証するため，先ずは BCL2 阻害薬 ABT-199 による細胞増殖試
験を行ったが，野生株と耐性株の IC50に差を認めなかった。一方で BCLXL阻害薬 WEHI-539
では，高い濃度の耐性株ほど WEHI-539 IC50は低値であった（野生株 >100µM, 4 µM 耐性株 
41.29 µM, 16 µM 耐性株 0.66 µM）。WEHI-539 投与時において耐性株ではアポトーシスが
増強していたが，caspase 阻害薬と共培養するとアポトーシスが減弱したことから，耐性
株における WEHI-539 特異的なアポトーシスを引き起こしていることが確認された。 
siRNA 導入による BCLXL knockdown の検討 
 16 µM 5-FU耐性株に、BCLXLを標的とした siRNA(#1,#2)を導入したところ，蛋白発現は
効率よく低下した。5-FUの IC50は，非標的 siRNAを導入及び, 何も導入しなかった細胞に
比べ著明に低下した（siBCLXL#1 174.9 µM, siBCLXL#2 236.5 µM, 非標的 siRNA >1000 µM, 
導入なし >1000 µM）。また，knockdownにより 5−FU投与時のアポトーシスが増強した。 
BCLXLとその他のアポトーシス関連蛋白との相関の検討 
 免疫沈降実験の結果，5-FU 耐性株ではアポトーシス促進性に作用する BIM がより多く











評価法である BH3 profiling 法により，5-FU耐性株が BCLXLに依存して生存していること
を見出し，さらには BCLXL阻害薬および siRNA による BCLXLの knockdownでその依存性を
検証できた。BCLXL の 5-FU 耐性機序として，5-FU 耐性株ではアポトーシス促進蛋白であ
る BIMが野生株と比べて BCLXLとより多く結合していることが免疫沈降法により明らかと
なった。 
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 本研究では，大腸癌細胞株 HT-29 を用いて 5-FU 耐性株を作製し，BCLXL への機能的
依存が主たる耐性機序であることを BH3 profiling を用いて明らかにした。耐性株において
BCLXL を阻害することより，アポトーシスの増加と，5-FU 感受性の回復を認め，5-FU
耐性となった大腸癌における BCLXL 阻害という治療戦略の可能性を示唆し，学位論文と
して十分に値するものであると考えられた。 
 
